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PENGARUH  EKSTRAK LOMPONG (Colocasia esculenta L. Schoot) 30  MENIT 
PENGUKUSAN TERHADAP AKTIVITAS FAGOSITOSIS DAN KADAR NO (NITRIT 
OKSIDA)  MENCIT  BALB/C SEBELUM DAN SESUDAH TERINFEKSI Listeria 
monocytogenes 
 
Arsela Rindang Sholikhah1, Hesti Murwani Rahayuningsih2 
ABSTRAK 
Latar belakang:Ekstrak daun dan batang lompong (Colocasia esculenta (l.) Schott) dilaporkan 
memiliki sifat antimikrobial karena mengandung fitokimia seperti fenol, tanin, saponin, streoid, kuinin, 
trepenoid, glikosida, dan alkaloid. Pengukusan merupakan metode pemasakan yang mampu 
mempertahankan fitokimia pada sayuran.  
Tujuan:Menganalisis pengaruh pemberian ekstrak lompong 30  menit pengukusan dengan dosis 13 
mg/20gBB terhadap aktivitas fagositosis dan kadar NO (Nitrit Oksida) makrofag pada mencit Balb/c 
sebelum dan sesudah terinfeksi Listeria monocytogenes 
Metode:Penelitian true experimental dengan post test with randomized control group design pada 21 
mencit Balb/c jantan usia 8-10 minggu yang dibagi menjadi 3 kelompok secara acak masing-masing 7 
ekor. Kelompok K (Kontrol) mencit hanya mendapatkan pakan standar. Kelompok P1 (Perlakuan satu) 
mencit diberi ekstrak lompong 30 menit pengukusan selama tiga hari sebelum diinfeksi Listeria 
monocytogenes. Kelompok P2 (Perlakuan dua) mencit diberi ekstrak lompong 30 menit pengukusan 
selama tiga hari setelah diinfeksi Listeria monocytogenes. 
Hasil: Tidak terdapat perbedaan bermakna pada aktivitas fagositosis dan kadar NO antara kelompok 
P1,P2 dibandingkan dengan kelompok K (p>0,05). Namun rerata aktivitas fagositosis dan kadar NO 
kelompok P1 lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok K dan P2. 
Kesimpulan:Pemberian ekstrak lompong dengan 30 menit pengukusan pada mencit selama 3 hari tidak 
memiliki perbedaan yang signifikan terhadap aktivitas fagositosis dan kadar NO makrofag, baik sebelum 
infeksi Listeria monocytogenes maupun setelah infeksi Listeria monocytogenes.  
Kata kunci:Ekstrak lompong, aktivitas fagositosis, kadar NO 
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THE EFFECT OF 30 MINUTES STEAMED LOMPONG  (Colocasia esculenta L. Schoot) 
EXTRACT ON PHAGOCYTOSIS ACTIVITY AND NO (NITRIC OXIDE) LEVEL IN MICE 
BALB/C BEFORE AND AFTER INFECTED BY Listeria monocytogenes 
Arsela Rindang Sholikhah1, Hesti Murwani Rahayuningsih2 
ABSTRACT 
Background: Extract of lompong’s leaf and stem was reported to have antimicrobial properties because 
it contained phytochemicals such as phenols, tannins, saponins, steroids, quinine, trepenoid, glycosides 
and alkaloids. Steaming was a cooking method that able to maintain the phytochemicals in vegetables. 
Objective: To analyze the effect of lompong extract 30 minutes of steaming with 13 mg/20gBW doses 
towards phagocytosis activity and NO (nitric oxide) level of macrophages in mice Balb/c before and 
after infected by Listeria monocytogenes 
Method:True experimental research with post-test with randomized control group design in 21 male 
Balb/c mice aged 8-10 weeks were divided randomly into 3 groups with 7 mice each group. K Group 
(control) mice only received standard feed. P1 group (First treatment) mice was given 30 minutes 
steamed lompong extract for three days before infected by Listeria monocytogenes. P2 group (Second 
treatment) mice was given 30 minutes steamed lompong extract for three days after infected by Listeria 
monocytogenes. 
Result:The K group compared to group P1,P2 showed no significant differences. However, P1 group 
has higher average of phagositosis and NO level than others group. 
Conclusion:Lompong extract with 30 minutes of steaming do not show any significant difference to the 
phagocytic activity and NO level of macrophages for both group, before and after infection.  
Keyword: lompong extract, phagocytosis activity, nitric oxide levels 
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Lompong memiliki nama ilmiah Colocasia esculenta (l.) Schott atau yang lebih 
dikenal dengan tanaman lompong merupakan salah satu tanaman jenis umbi-umbian. 
Lompong mudah ditemui di sekitar lingkungan yang lembab seperti sepanjang sungai 
dan tepi danau. Tanaman ini dianggap sebagai tanaman yang agresif karena 
pertumbuhannya yang cepat. Masyarakat biasa memanfaatkan  tanaman ini untuk 
diolah  daun dan batangnya menjadi sayur.1,2Selain dikonsumsi sebagai sayur, daun 
lompong juga sering dimanfaatkan sebagai penurun panas oleh masyarakat.3 
Berdasarkan penelitian pendahulu, lompong dilaporkan memiliki kandungan 
vitamin C, oksalat yang tinggi, dan fitokimia seperti fenol, tanin, saponin, streoid, 
kuinin, trepenoid, glikosida, dan alkaloid. Semua bagian lompong, baik daun, batang, 
dan umbi dilaporkan memiliki sifat antimikrobial, antioksidan, dan antikanker. Sifat 
antimikrobial ekstrak daun lompong ditunjukkan dengan efektivitasnya melawan 
bakteri patogen penyebab penyakit seperti tifoid, pneumonia, infeksi saluran kemih, 
dan diare.4–6 Sifat antioksidan yang dimiliki lompong mampu meningkatkan efektivitas 
hepatoprotektif dan antihepatotoksik.  Bagian batang menunjukkan aktivitas 
antioksidan tertinggi dibandingkan pada daun dan umbi.5,7 
Sayuran biasanya dikonsumsi oleh masyarakat Indonesia dalam bentuk lalapan 
ataupun melalui proses pemasakan terlebih dahulu. Pemasakan merupakan salah satu 
proses pengolahan menggunakan panas. Salah satu proses pengolahan panas yang biasa 
digunakan untuk mengolah sayuran adalah pengukusan.8 Beberapa penelitian 
menunjukkan bahwa pengukusan lebih baik dibandingkan dengan perebusan dan 
penumisan dalam hal mempertahankan fitokimia dan aktivitas antioksidan pada 
sayuran.9–11 Pemanasan ternyata memiliki peran yang penting dalam meningkatkan 
aktivitas antioksidan senyawa polifenol dan flavonoid. Aktivitas antioksidan akan naik 
dengan pemanasan pada 100oC selama 20-30 menit.12 
Senyawa yang berperan sebagai antioksidan pada lompong adalah flavonoid dan 




dan alkaloid sebagai imunomodulator dengan meningkatkan aktivitas IL-2 (interleukin 
2) dan proliferasi limfosit. Sel Th1 (T helper 1) yang teraktivasi akan mempengaruhi 
SMAF (Specific Macrofag Arming Factor), yaitu molekul-molekul termasuk IFNγ 
(interferon gamma)  yang dapat mengaktifkan makrofag. Jika terdapat antigen yang 
masuk ke tubuh, misalnya bakteri, maka limfosit T dan makrofag saling bekerja sama 
untuk membunuh bakteri tersebut. Makrofag akan memfagosit bakteri dan limfosit T 
berdiferensiasi menjadi CD4+ dan CD8+. Sel CD4+ berdiferensiasi menjadi Th1 yang 
kemudian menghasilkan sitokin IFNγ dan TNFα serta memacu sel Natural Killer. Sel 
CD8+ pun menghasilkan sitokin IFNγ. Sitokin tersebut akan mengaktifkan makrofag 
untuk menghasilkan senyawa salah satunya nitrit oksida yang berguna membunuh 
bakteri.13,14 Infeksi dalam tubuh manusia bisa disebabkan karena bakteri, virus maupun 
jamur. Listeria monocytogenes adalah bakteri yang biasa digunakan untuk 
memperlajari penyakit infeksi.15 Bakteri ini mampu menginduksi respon imun seluler 
yang dilakukan oleh makrofag dengan proses T-cell mediated immunity.16 
Tumbuhan talas diduga berpotensi sebagai imunomodulator karena kandungan 
kimia  yang ada didalamnya, sehingga untuk memperoleh kandungan kimia tersebut 
maka diperlukan penyarian zat-zat aktif dari bagian tumbuhan talas tersebut yaitu 
ekstraksi. Penyarian zat-zat aktif tumbuhan dengan metode ekstraksi dapat dilakukan 
dengan beberapa cara, yaitu maserasi, perlokasi, refluks, sokletasi, digesti, infus, dan 
dekok. Banyaknya jumlah senyawa aktif yang diperoleh dapat dipengaruhi oleh 
pemilihan metode ekstraksi. Metode ekstraksi sokletasi adalah metode yang tepat 
karena menghasilkan jumlah senyawa aktif yang banyak. Hal ini dikarenakan dalam 
prosesnya digunakan panas yang sesuai dengan titik didih pelarut untuk mempercepat 
kelarutan senyawa aktif dalam suatu bahan tersebut.17,18 
Berdasarkan uraian di atas peneliti tertarik pada tanaman ini terkait manfaatnya 
terhadap kesehatan, khususnya pengaruh terhadap respon imun. Respon imun tubuh 
dapat dilihat dari aktivitas fagositosis dan kadar NO (Nitrit Oksida) makrofag sebelum 
atau setelah infeksi. Peneliti ingin menganalisis bahwa ekstrak sayur lompong yang 




fagositosis makrofag dan kadar NO makrofag. Perlakuan berupa pemberian ekstrak 
lompong 30 menit pengukusan dibagi menjadi dua kelompok perlakuan, yaitu 
kelompok perlakuan pertama pemberian ekstrak diberikan sebelum mencit diinduksi 
Listeria monocytogenes dan kelompok perlakuan kedua pemberian ekstrak diberikan 
setelah mencit diinduksi Listeria monocytogenes. Pemberian ekstrak lompong sebelum 
diinduksi bakteri dimaksudkan sebagai tindakan preventif sedangkan pemberian 
ekstrak lompong setelah diinduksi bakteri dimaksudkan sebagai tindakan kuratif. 
METODE PENELITIAN 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Diponogero. Ruang lingkup keilmuan penelitian ini yaitu teknologi 
pangan, imunologi gizi, dan gizi biomedik.  Jenis penelitian ini merupakan penelitian 
true experimental dengan post test with randomized control group design. Sampel dari 
penelitian ini adalah mencit Balb/c jantan yang diberikan perlakuan berupa pemberian 
ekstrak lompong (Colocasia esculenta l. schoot) 30 menit pengukusansebelum dan 
sesudah diinduksi Listeria monocytogenes. 
Sampel diambil dari mencit yang secara genetic sifatnya sama, maka 
pengambilan sampel dilakukan secara random. Pengelompokan sampel dilakukan 
secara acak dan dilakukan penimbangan mencit sebelum dan sesudah perlakuan. Hal 
ini dilakukan untuk menghindari bias karena faktor umur dan berat badan dimana 
kriteria sampel yang diambil yaitu mencit jantan galur balb/c yang dalam keadaan 
sehat, memiliki berat badan 20-30 gram dan umur 8-10 minggu. Mencit diadaptasikan 
terlebih dahulu selama 1 minggu sebelum diberi perlakuan. Mencit diberi makan dan 
minum secara ad libithum selama dalam pemeliharaan. Mencit yang telah mengalami 
adaptasi, kemudian dibagi menjadi 3 kelompok secara acak yang masing-masing 7 ekor 
yaitu kelompok K (Kontrol), P1 (Perlakuan satu) dan P2 (Perlakuan dua). 
Kelompok pertama yaitu kelompok K sebagai pembanding, dimana mencit hanya 
mendapatkan pakan standar. Kelompok P1 adalah kelompok perlakuan dimana mencit 




diinduksi Listeria monocytogenes. Kelompok P2 adalah mencit diberi ekstrak lompong 
30 menit pengukusan dengan dosis 13 mg/20gBB setelah diinduksi Listeria 
monocytogenes.  
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak lompong 
(Colocasia esculenta L. Schoot) 30 menit pengukusan dengan dosis 13 mg/20gBB dan 
induksi bakteri Listeria monocytogenes dengan dosis 1 x 105 CFU. Variabel terikat 
dalam penelitian ini adalah aktivitas fagositosis dan kadar NO (Nitrit Oksida). Galur 
mencit hewan coba, jenis kelamin, umur mencit, pakan mencit, kandang, sistem 
perkandangan dan waktu penginduksian bakteri Listeria monocytogenes menjadi 
variabel terkontrol pada penelitian ini.  
Data yang dikumpulkan yaitu aktivitas fagositosis dan kadar NO. Kemampuan 
fagositosis makrofag dinilai menggunakan partikel latex bead yang dinyatakan dalam 
indeks fagositosis, sedangkan kadar NO makrofag diukur menggunakan reagen Griess 
dan diukur absorbansinya pada 550 nm menggunakan automated microplate reader 
(ELISA reader). Data yang telah didapatkan kemudian diolah dengan komputer. 
Analisis data digunakan untuk menganalisis perbedaan aktivitas fagositosis dan kadar 
NO pada kelompok K dengan kelompok P1 dan P2. Analisis data diawali dengan uji 
kenormalan data dengan uji Shapiro-Wilk. Uji beda aktivitas fagositosis dan kadar NO 
antara kelompok perlakuan menggunakan independent t-test pada data berdistribusi 




Gambar 1. Alur Kerja Penelitian 21 mencit balb/c jantan, usia 8-10 
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Pengukuran aktivitas fagositosis dan nitrit oksida (NO) 
 
Hari 1 - 









HASIL DAN PEMBAHASAN 
Keseluruhan sampel memenuhi syarat penelitian. Total sampel berjumlah 21 
ekor mencit Balb/c jantan berusia 8-10 minggu dengan berat badan 20-30 gram yang 
diperoleh dari laboratorium Biologi Fakultas MIPA Unnes. Populasi sampel kemudian 
dibagi secara random sampling menjadi 3 kelompok yaitu P1, P2 dan K yang masing-
masing berjumlah 7 ekor. 
Kemampuan fagositosis sel makrofag peritoneum mencit diukur dan dinyatakan 
dengan indeks fagositosis. Kadar NO diukur absorbansinya menggunakan automated 
microplate reader (ELISA reader) dan dinyatakan dengan µM.  Berdasarkan uji 
normalitas data, data kemampuan fagositosis makrofag berdistribusi normal sedangkan 
data kadar NO makrofag berdistribusi tidak normal. Sehingga data kadar NO 
diupayakan memiliki distribusi normal dengan cara ditransformasi. Namun setelah 
dilakukan upaya transformasi data masih berdistribusi tidak normal. 
Berdasarkan hasil uji beda, data aktivitas fagositosis tidak menunjukkan 
perbedaan bermakna antara kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok 
kontrol.  Hasil uji beda data kadar NO juga tidak menunjukkan adanya perbedaan 
bermakna antara kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol. 
Walaupun data aktivitas fagositosis dan kadar NO tidak bermakna secara statistik, 
namun nilai rerata menunjukkan adanya perbedaan yang dapat dilihat pada tabel 1. 
 
Tabel 1. Nilai rerata indeks fagositosis makrofag dan Kadar NO 
Kelompok n 
Rerata±sb 
Aktivitas fagositosis Kadar NO 
P1 7 3,07±0,72 106,8±74,4 
P2 7 2,5±0,29 94,7±43,1 
K 7 2,43±0,23 106,29±54,3 
 
Indeks fagositosis makrofag pada kelompok sebelum diinfeksi memiliki rerata 
lebih tinggi dibandingkan kelompok setelah diinfeksi dan kelompok K. Kelompok K 





Pemberian ekstrak lompong 30 menit pengukusan belum efektif dalam 
meningkatkan aktivitas fagositosis. Hal ini bisa disebabkan oleh beberapa faktor. 
Faktor pertama yang bisa mempengaruhi yaitu dosis. Dosis yang diberikan belum 
efektif dalam meningkatkan kemampuan fagositosis. Hal tersebut ditunjukkan dengan 
adanya perbedaan rerata indeks fagositosis antara kelompok sebelum diinfeksi dan 
kelompok kontrol. Semakin banyak jumlah partikel lateks intrasel menunjukkan 
semakin tinggi kemampuan fagositosis makrofag. Indeks fagositosis kelompok 
sebelum diinfeksi lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hal ini 
menunjukkan bahwa kelompok sebelum diinfeksi memiliki kemampuan fagositosis 
makrofag lebih baik. 
Kadar NO makrofag pada kelompok sebelum diinfeksi memiliki rerata lebih 
tinggi dibanding kelompok kontrol. Kelompok setelah diinfeksi memiliki rerata kadar 
NO lebih rendah diantara kelompok lainnya. Hal ini bisa disebabkan oleh kandungan 
flavonoid pada ekstrak lompong 30 menit pengukusan. Senyawa flavonoid selain 
mempunyai efek imunostimulan juga memiliki efek imunosupresan. Salah satu 
senyawa flavonoid yang bersifat imunosupresan yaitu genistein. Genistein bersifat 
imunosupresan dengan cara menghambat pembentukan NO dan induksi iNOS pada 
makrofag mencit.19  Selain itu dosis pemberian ekstrak lompong 30 menit pengukusan 
juga belum efektif dalam meningkatkan produksi NO.  
Kelompok perlakuan sebelum diinfeksi memiliki nilai rerata indeks fagositosis 
dan kadar NO yang lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok setelah diinfeksi. Hal 
ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak lompong 30 menit pengukusan sebagai 
tindakan preventif lebih baik dibandingkan dengan pemberian ekstrak lompong 30 
menit pengukusan sebagai tindakan kuratif.  
Berdasarkan uji kuantitatif, ekstrak lompong 30 menit pengukusan mengandung 
fenol 0,219%, tanin 0,292% dan flavonoid 0,106%. Kandungan flavonoid pada 
lompong tersebut dipengaruhi oleh jenis lompong dan pembudidayaannya. Lompong 
yang ditanam di lahan yang kering terbukti mengandung fenol yang tinggi.20 Hal ini 




dalam meningkatkan kemampuan fagositosis dan kadar NO makrofag karena jenis 
lompong yang digunakan adalah jenis lompong yang mengandung sedikit fenol.  
 
Tabel 2. Hasil Uji Kuantitatif Ekstrak Lompong 
Ekstrak 
Hasil Analisa 
Fenol (%) Tanin (%) Flavonoid (%) 
Mentah21 0,198 0,261 0,088 
Pengukusan 30 menit 0,219 0,293 0,105 
Pengukusan 45 menit22 0,222 0,310 0,140 
 
Selain itu proses pengukusan juga berpengaruh terhadap kadar fitokimia pada 
ekstrak sayur lompong. Sayur lompong yang dikukus selama 30 menit secara 
kuantitatif memiliki kadar fenol, tanin, dan flavonoid lebih tinggi dibandingkan dengan  
sayur lompong yang mentah. Namun sayur lompong yang dikukus selama 30 menit 
mengandung fenol, tanin, dan flavonoid sedikit lebih rendah dibandingkan dengan 
sayur lompong yang dikukus selama 45 menit. Hal ini menunjukkan bahwa proses 
pemasakan dengan cara dikukus mampu meningkatkan kadar fitokimia didalamnya.  
Kandungan fitokimia ekstrak lompong yang dikukus lebih tinggi dibandingkan 
dengan ekstrak lompong mentah bisa disebabkan oleh serat-serat yang terdapat pada 
sayur lompong menjadi lebih lunak saat proses pengukusan. Hal ini diduga 
menyebabkan serat-serat yang lebih lunak memudahkan komponen bioaktif yang 
terdapat pada ekstrak lompong lebih mudah larut pada pelarutnya. 
Kandungan ekstrak lompong dengan 45 menit pengukusan yang lebih tinggi juga 
berpengaruh terhadap aktivitas fagositosis dan kadar NO pada kelompok sebelum 
diinfeksi. Hal ini menunjukkan bahwa lamanya pengukusan akan mempengaruhi 
kandungan fitokimia pada ekstrak lompong serta mempengaruhi peningkatan aktivitas 






Pemberian ekstrak lompong dengan 30 menit pengukusan pada mencit selama 
3 hari tidak memiliki perbedaan yang signifikan terhadap aktivitas fagositosis dan 
kadar NO makrofag secara statistik, baik sebelum infeksi Listeria monocytogenes 
maupun setelah infeksi Listeria monocytogenes. Hal ini mungkin dikarenakan 
pemberian ekstrak lompong yang kurang lama yaitu hanya 3 hari dan dosis ekstrak 
yang kurang optimal.  
 
SARAN 
Durasi pemberian ekstrak lompong perlu diperpanjang, untuk dapat 
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap respon imun. Pengujian dosis 
bertingkat untuk penelitian selanjutnya diperlukan agar mendapatkan dosis yang lebih 
efektif. 
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Uji Normalitas Data Aktivitas Fagositosis dan Kadar NO 
Tests of Normality 
 sampel Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 
Fagositosis 
P1 ,218 7 ,200* ,922 7 ,483 
P2 ,226 7 ,200* ,885 7 ,250 
K ,176 7 ,200* ,957 7 ,794 
kadar_NO 
P1 ,298 7 ,060 ,773 7 ,022 
P2 ,230 7 ,200* ,926 7 ,515 
K ,205 7 ,200* ,895 7 ,301 
*. This is a lower bound of the true significance. 
a. Lilliefors Significance Correction 
 
AKTIVITAS FAGOSITOSIS 
Nilai p Aktivitas fagositosis Kelompok P1 terhadap Kelompok Kontrol 





t-test for Equality of Means 
















































Nilai p Aktivitas fagositosis Kelompok P2 terhadap Kelompok Kontrol 





t-test for Equality of Means 




























Nilai p Aktivitas fagositosis Kelompok P1 terhadap Kelompok P2 





t-test for Equality of Means 























































sampel N Mean Rank Sum of Ranks 
kadar_NO 
P1 7 6,71 47,00 
K 7 8,29 58,00 
Total 14   
 
 
Nilai p Kadar NO Kelompok P2 terhadap Kelompok Kontrol 
Ranks 
  sampel N Mean Rank Sum of Ranks 
kadar_NO 
P2 7 7,29 51,00 
K 7 7,71 54,00 










Mann-Whitney U 19,000 
Wilcoxon W 47,000 
Z -,703 
Asymp. Sig. (2-tailed) ,482 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,535b 
a. Grouping Variable: sampel 
b. Not corrected for ties. 
Test Statisticsa 
 kadar_NO 
Mann-Whitney U 23,000 
Wilcoxon W 51,000 
Z -,192 
Asymp. Sig. (2-tailed) ,848 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,902b 
a. Grouping Variable: sampel 
b. Not corrected for ties. 
Test Statisticsa 
 kadar_NO 
Mann-Whitney U 23,000 
Wilcoxon W 51,000 
Z -,192 
Asymp. Sig. (2-tailed) ,848 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,902b 
a. Grouping Variable: sampel 
b. Not corrected for ties. 
Ranks 
 sampel N Mean Rank Sum of Ranks 
kadar_NO 
P1 7 7,29 51,00 
P2 7 7,71 54,00 




Berat badan mencit 


























Prosedur Isolasi Makrofag Peritonial Mencit  
Untuk mendapatkan 1-3x106 sel/ml dibutuhkan alat dan bahan sebagai 
berikut : gunting, pinset, semprit 10 ml steril dengan jarum ukuran 18 atau 20 
gauge, tabung sentrifus 50 ml steril, pipet pasteur steril, tabung berlapis silikon, 
hemacytometer, laminar flow hood dan refrigerated centrifuge. Bahan atau reagen 
yang dibutuhkan yaitu sodium pentobarbitol, 50 mg/ml ; ethanol, 70% (v/v); free 
Hank’s balanced salt solution (CMF-HBSS), mengandung Ca2+ dan 
Mg2+(GIBCO);  Asam acetat 3 % (v/v) + crystal violet 1 mg/100 ml; Roswell Park 
Memorial Institute (RPMI)-1640 (GIBCO); Fetal Bovine Serum, FBS ; Glutamin 
(GIBCO); Penicillin-Sterptomycin (GIBCO). 
Prosedur Isolasi Makrofag Peritoneal Mencit 
Untuk mendapatkan 1-3 x 106 sel/ml 
Alat : 
1. Gunting dan pinset 
2. Semprit 10 ml steril dengan jarum ukuran 18 atau 20 gauge 
3. Tabung sentrifus 50 ml steril 
4. Pipet Pasteur steril 
5. Tabung berlapis silikon 
6. Hemacytometer 
7. Laminar flow hood 
8. Refrigerated centrifuge 
Bahan/reagen : 
1. Sodium pentobarbitol, 50 mg/ml 
2. Ethanol, 70% (v/v) 
3. Free Hank’s balanced salt solution (CMF-HBSS), mengandung Ca2+ dan 
Mg2+(GIBCO) 
4. Asam acetat 3 % (v/v) + crystal violet 1 mg/100 ml 
5. Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (GIBCO) 




7. Glutamin (GIBCO) 
8. Penicillin-Sterptomycin (GIBCO) 
Prosedur : 
1. Mencit dibunuh dengan dislokasi cervix atau inhalasi dengan sodium 
2. Pentobarbitol atau CO2, dibaringkan telentang dan seluruh permukaan ventral 
disiram ethanol 70% 
3. Buat irisan kecil pada kulit menggunakan gunting pada medial abdomen. 
Robekkulit menggunakan 2 pinset ke arah kepala dan ekor mencit, sehingga 
kulit terkelupas, dan tampak peritoneum. Basahi peritoneum dengan ethanol 
70% untuk menyingkirkan bulu-bulu yang rontok. 
4. Injeksikan 2-3 ml CMF-HBSS dalam rongga peritoneum menggunakan 
semprit10ml dengan  jarum No 18 atau 20 (lebih baik pakai No 26) 
5. Injeksi dilakukan di bagian perut bawah dimana lemak berada di sekitar 
kandung kemih. Lokasi ini dipilih karena setelah penyuntikan jarum akan 
ditarik dan abdomen/peritoneu dipijat, lemak akan melekat pada lubang jarum 
sehingga cairan tdk keluar selama pemijatan. , peritoneum dipijat pelan 
kemudian disemprot lagi dengan ethanol 70%. 
6. Injeksikan 7-8 ml HBSS. Sedot kembali cairan dalam rongga peritoneum 
sampai habis dengan (dengan jarum 18 / 20 ujung jarum menghadap ke 
atas/ventral), bila masih ada sisa cairan dihisap menggunakan pipet Pasteur 
steril. Masukkan cairan ke dalam tabung sentrifuse steril. 
7. Cairan disentrifus 800 xg pada suhu 20o C selama 5 menit. Bila cairan 
terkontaminasi darah, maka cuci sel-sel tersebut 2 x menggunakan CMF-
HBSS. 
8. Tambahkan medium komplit yang terdiri dari RPMI 1640 mengandung 
penicilin((50 U/ml), streptomycin (50 g/ml), glutamine (20 mM) dan 10% 
FBS 
9. Hitung sel-sel dengan Hemacytometer setelah dilarutkan dalam 3% asam 




10. Kultur sel dalam medium komplit dengan kepadatan 5 x 105 sel/ml selama 2 
jamdalam CO2 inkubator pada suhu 37
oC 
11. Cuci sel-sel tersebut dengan HBSS sebanyak 3 kali, kemudian tambahkan 1 
ml medium komplit untuk selanjutnya dikultur dalam CO2 inkubator pada 
suhu 37oC selama 24 jam. 
 
Prosedur Pengukuran Produksi NO Makrofag 
Bahan : 
a. Reagen 1 : N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride = NED (Sigma): 
0,1g dilarutkan dalam 100 ml distilled water 
b. Reagen 2 : Sulfanilamide (Sigma): 1 g dilarutkan dalam 100 ml 5%phosphoric 
acidc.Nitrit standard : Larutkan 69 mg NaNO2 dalam 500 ml distilled water (2 
mMstock), kemudian buat pengenceran bertingkat dari 0 – 200 µM dengan cara 
melarutkan larutan stok menggunakan medium yg dipakai untuk kultur 
makrofag. 
c. Supernatan Kultur Makrofag peritoneal 
Cara Kerja : 
Menggunakan microplate 96 wells dengan dasar rata, memasukkan 100 µl reagen 
Griess (reagen chromogenic) dalam tiap sumuran. 
1. Memasukkan 100 µl supernatan kultur makrofag peritoneal yang akan dites dan 
nitritstandard ke dalam sumuran (duplo), menggunakan medium kontrol 
sebagai blanko. 
2. Menunggu 5 menit pada suhu kamar untuk perubahan warna dan stabilisasi. 
3. Mengukur absorbansinya pada 550 nm menggunakan automated microplate 
reader (ELISA reader). 
4. Membuat kurva standard menggunakan analisis regresi linier sederhana dari 
pembacaan nitrit standard, kemudian menghitung konsentrasi nitrit dalam 
sampel berdasarkan kurva standard atau formula regresi. 




a. Reagen1: N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride = NED (Sigma): 
0,1 gram dilarutkan dalam 100 ml air suling. 
b. Reagen 2: Sulfanilamide (Sigma): 1 gram dilarutkan dalam 100 ml HCl 4 N. 
c. Reagen 1 dan reagen 2 harus disimpan dalam almari pendingin dalam botol 
gelap dan dapat digunakan dalam 6 minggu atau selama tidak berubah warna 
menjadi lebih gelap. 
d. Reagen Chromogenic (Reagen Griess) : mencampur dengan volume sama 
banyak antara reagen 1 dan reagen 2 setiap akan digunakan. Reagen ini siap 
digunakan dalam1 jam setelah pencampuran. 
a. Standard Nitrit : Melarutkan 69 mg NaNO2 dalam 500 ml air suling ( 2µM 
stok),kemudian dibuat pengenceran bertingkat dari 0 – 200 µM dengan cara 
melarutkanlarutan stok menggunakan medium yang dipakai untuk kultur 
makrofag. 
 
